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へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘導体(hern atopo rphyrin deriv ativ e･ HpD)の 吸収 , 蛍光 ス ペ ク ト ル お よ び蛍光寿命を含む分光特性
を ヒ ト膀胱癌由来培養細胞(K K-47) 浮遊液中 で 検定 した ･ HpD を 含む 培養液 で30分間取 り こ ませ た 後 , 細胞を 培養液で 洗浄 し
た サ ン プル を 用 い た ･ そ の 結A ･ 遊離 HpD 洗浄後 の 培養時間の 増大 と ともに =pD 会合体 は増加 した . ま た HpD を取 り込 ん
だ KK-47細胞 に ア ル ゴ ン ー 色素 レ ー ザ ー 光(波長630 ±5n m)を 照射 し, HpD の 取 り込 み様式 と レ ー ザ ー 光に よ る細胞 の 光力
学的不活性化の 関係を コ ロ ニ ー 形成法で 求め た ･ そ の 結 乳 細胞 の 不 活性化は取 り込 み時の 細胞外 HpD 濃度の 増加 と よ 遊離
HpD 洗浄後 の 培養時間 の 増大に 伴 い 助長 され た ･ 遊離 HpD 洗浄直後に おけ る =pD 分子の 緩や か な結合状態に比較 して , 培
養 時間 の 増大 に 伴う細胞内で の HpD 会合体の 安定化が光力学的治療効果の 増大に 大きく寄与 して い る こ と が 明 らか と な っ た .
Key w ords photosensitiz ers, abs orptio n spe ctra, flu or esc enc spectr a, fluo res c en c elifetim e,
ag gregation
近年 の レ ー ザ ー 技術 の 急速な進展に伴い , 臨床 医学 に お い て
も レ ー ザ ー は その 応用の 場を広げ つ つ ある . なか で も光増感剤
投与後 の レ ー ザ ー 光照 射に よ る光力学的癌治療(photodyn a mic
ther ap y, P D T)が 各診療科 で 試み られ, 良好な 成蹟が得 られ て
い る . しか しな が ら今後 さら に 治療効果を向上 させ る に は新 た
な光増感剤 , と くに 光増感効率 に 優れた薬剤 の 開発が 求め られ
て い る . そ の た め の 基 礎的研究と して , 痛細胸内に お ける光増
感剤 の 分子形態り2)が殺 細胞効果に及ぼす影響 に つ い て の 検討 は
重要な意味を持 つ と考 え られ る .
そ こ で 今回 , 臨床応用治験薬 と して 試用され て い る光増感剤
と ヒ 一勝胱癌由来培養細胞(K K-47)を 使用 して 以下 の よ うな検
討 を行 っ た . すな わ ち 癌細胞内に お け る光増感剤 の 分子状態 ,
と りわ け単量体 ･ 会 合体の い ずれ の 状態を と っ て 細胞内 へ 取 り
込 まれ , そ の 後変化 して ゆく の か , そ の 変遷 を分光学的検討 に
よ り 明らか に した 上 で , 光増感剤分子 の 分子形態 の 違 い に よ る
光増感効率の 相違 を穀細胞率 で 検討 した の で報告す る .
へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘 導体(he m atoporphyrin deriv ativ e,
HpD) は Lipso nら3) に よ り癌の 診断 に , お よび Ke11y ら
4) に よ
り膀胱癌の 診断 ･ 治療に 導入 され , Do ugherty と彼の 共同研究
者輝 明 に よ り他 の 悪性腫瘍 の 治療 に拡大 され た . HpD は, そ の
優 れた 腫瘍内保持能 に よ り ポ ル フ ィ リ ン の 赤色蛍光発光を用 い
て の 悪 性腫瘍 の 局在 と検出 に 利用 さ れ , ま た 光 励起 さ れ た
HpD 分子の 有効な殺細胞効果に よ り悪性腫瘍 の 治療 にも使用
されて い る . こ の 治療効果 ほ , 悪性腫瘍組織 の方が 正 常組織に
比 べ て HpD 分子を よ り多く事績する点 と , 630 士5n m の 赤色光
照射に よ り生成する励起 一 重項酸素また ほ ラ ジ カ ル 種 の 活性酸
素 が癌細胞を光酸化す る こ と に よ るもの で ある . 悪性腫瘍組織
に お ける HpD 分子 の 取 り込み の メ カ ニ ズ ム やそ の 分子 の 細胞
内局在部位 に つ い て ほ , い ま だ 十 分に ほ 明 らか に さ れ て い な
い . Ke ss e19)ほ ネ ズ ミ の 白 血 病由来培養細胞 L1 210 内に お い
て , HpD 分子の 疎水性構成成分が細胞内に 徐 々 に 蓄額す る と
報告 して い る . Bo n n ettら川)は 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り, HpD は複数の 成分の 混合物 で ある こ とを 明 らか に した .
Mo a nら
11)は , 光力学的治療に お い て 最も有効な HpD の 成分は
疎水性 の 物質 で ある と報告 して い る . そ れ 以外 に は ど の 構成物
質が腫瘍組織内に ど の よ う な 分子 形態 で取 り込 ま れ て い る の
か , い まだ 明らか に され て い な い の が現状 で ある . 彼 らの 報告
の 重要 な点 の ひ と つ ･に , 最も有効な HpD の 成分 は 一 つ の ポル
フ ィ リ ン 環 , 二 つ の カ ル ポ ニ ル 基と 疎水性基 を所有 して い る ,
と する点が あげ られ る . そ れ ぞれ の 成分単体 の 光活性 に ほ ほと
ん ど大きな速 い はな い と考え られ る . これ ら の 成分が 経時的に
どの ような 推移 に よ り腫瘍組織あ る い は 癌細胞内 に 取 り込 ま
れ ∴蓄積す る の か を 解明 す る こ と は 重要 である と考 え られ る ,
そ こ で 今回 ほ 一 光増感剤分子の 分子形態 の 変化が 吸 収 ス ペ ク ト
ル ある い ほ 蛍光 ス ペ ク ト ル 変化に 反映され る こ とを 利用 し, 細
胸 内に おけ る光増感剤分子の 分子形態の 変化を 明 らか に する目
的で 細胞内の 光増感色素 の 分光特性 を測定 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 材 料
HpD は Ro s w ell Park 記念研究所 (Buffalo, N Y, U S A) の
T. Do ughe rty博 士 よ り供与 され た 臨床試験薬 を使用 した . ハ ム
F-12培養液(日水製薬 , 東京)は , 吸収 ス ペ ク ト ル ･ 蛍光ス ペ
ク ト ル ･ 蛍光寿命測定の 際に , K K-47細胞 の 培養に使用 した .
A b bre v ation s ‥C M C, Critic al mic e11e con c e ntratio n; C TAB, C etyl trim ethyl am moniu m br omi de; HpD,
he m atoporphyrin derivativ e; P B S, phosphateqbuffered sal ine; P D T. photodyna mic therap y
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イ ー グル M E M(日水製薬)ほ レ ー ザ ー 光照射 に よ る殺細胞効果
の検定の 際 に , K K-47細胞 の 培養に 使用 した . R P M I 1640培養
液(和光純軋 大阪) は エ
ー リ ッ ヒ腹 水癌細胞 の 培養に 使用 し
た . リ ン 酸 緩 衝 液 (pho sphate-buffer ed s alin e, P B S) は
Dulbe c c o
12)の A液 , すな わ ち塩化ナ トリ ウム 8.Og, 塩化 カ リ ウ
ム 0.2g, リ ソ 酸 2ナ ト リ ウ ム 無水 1.15g, リ ン 酸 1 カ リ ウ ム
0.2g を蒸留水 200ml に 溶解させ た も の を 用 い た .
Ⅱ . 方 法
1 . 培養細胞お よ び培養方法
EK-47細胞系は当教室 に お い て ヒ ト膀胱癌組織 か ら樹立 し
た移行上皮癌細胞株 である
13)
. 分光学的測定に 際 して の K E∴47
細胞 の 取 り 扱 い ほ M iyo shi
14)の 方 法 を 用 い た . す な わ ち
105c ells/ml 濃度 の K K-47細胞浮遊液 5ml に 200上場/ml の
HpD を加え て 暗所 に て 37 ℃, 3時間培養 し細胞内に HpD を取
り込ませ た . つ い で ハ ム F-1 2培養液で 2 回洗浄 し遊離 HpD を
除去 した もの を用 い た .
ェ ー リ ッ ヒ腹水癌細胞は d d株 マ ウ ス の 腹腔内に お い て増殖
させ , R PM I1640培養液内に て37 ℃, C O2 ガ ス 培養器 で 培養を
行 っ た .
2 . 分光学的測定方法
1) 吸収お よび 蛍光ス ペ ク トル 測定
HpD の 吸収 ス ペ ク トル ほ 二 波 長分光光度計 U VT1 90型(島
津, 京都) を使用 し測定 した . 蛍光 ス ペ ク ト ル ほ蛍光分光光度
計85D塑(日立 , 東京)を 使用 して , ロ ー ダ ミ ン B溶液で ス ペ ク



















コ ン ピ ュ ー タ に よ り最 大蛍光強度 の 励起波長 を検索 し て ,
P B Sで ほ 398n m , 界面 活性剤 (cetyltrim ethyl a m m o niu m
br omi de, C T A B) ミセ ル 溶液で は 400-403n m, K K-47細胞浮遊
液 で ほ 408n m と した .
2) 蛍光寿命測定
N A E S-400型蛍光寿命測定装置を用 い て 蛍光減衰曲線を測定
し , 最少自乗反復 コ ソ ボ リ ュ ー シ ョ ソ 法 に よ り コ ン ピ ュ ー タ 解
析を 行い 蛍光寿命を算出 した .
3 . レ ー ザ ー 光照射条件
培養皿 一 枚に つ き K E-47細胞300個を10%の ウ シ 血 清を含む
イ ー グル M E M培養液の 中 , 37 ℃で48時間培養 した . そ の 細胞
の 付着率ほ61.9%で あ っ た . 血清 を含ま な い イ ー グ ル M E M培
養液 に 種々 の 濃度の HpD 分子を加 え , そ の 溶液で37 ℃, 30分
間 E K-47を 培養 した . 遊離 HpD を洗浄後 , 3 7 ℃t 5% の
C O2 ガ ス培養器 で 0 , 2 , 4 と 6時間培養 した . そ れ ぞれ の 培
養皿 を10%の ウ シ 血清を 含む培養液 で 洗浄 し, そ して ア ル ゴ ン
一 色素 レ ー ザ ー 光(波長635 ±5n m)で照射 し, 細胞を 剥すこ と
な く 2週間培養 した . そ の 殺細胞効果は コ ロ ニ ー 形成法に よ り
検定 した . レ ー ザ ー は ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 171-07型(Spe ctr a
P hysics, CA, 米 国) で 色 素 レ ー ザ ー 375-03 型 (Spectr a
P hysic s) を励起発振 した光を使用 した .
成 績
Ⅰ . HpD の吸収 ス ペ ク トル の比較
異な る溶媒中に お ける HpD の 吸 収ス ペ ク ト ル を 測定 し , 比
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Fig,1. A bs orptio n spe ctr a of HpD dis solv ed in v ario u s s olutions･
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較を 行 っ た ( 固 け. 曲線1 は6pg/ml の HpD を P B S水溶液
に , 曲線2 ほ同濃度 の HpD を 10m M の C T A B水溶液 に 溶解
さ せ た 場合の 吸収 ス ペ ク トル を示 す が , 曲線2 の 402n m に お
ける吸 光度が曲線 1 に 比較 して増大 した . ま た PBS 水溶液中
に お い て は 曲線 1 に 示 され る とお り 370n m に シ ョ ル ダ ー が 認
め られ た . 一 方 ,` 可視領域 で は 曲線2 に おける 短波長側 の 2 っ
の 吸収極大は , 曲線 1 に 比 して さ ら に 短波長側 に 移動 して い
た .
曲線 3 , 3
,
お よ び 3
"
は , K K-4 7細胞浮遊液に お ける吸収
ス ペ ク ト ル を 示 す . 含 まれ る細胞数は それ ぞれ 103,104 , お よ び
1 0
5
個/ml である . 浮遊細胞内に お け る K K-47細胞数が増大す
るに つ れ て 1細胞あた りの HpD 分子の 量 は減少 し て , 370n m
の 吸 光度 は少 々 減少す るもの の 370n m の シ ョ ル ダ ー は い ず れ
に も認め られ た .
Ⅲ . HpD の蛍光発光 ス ペ ク トル
園 2 に お け る 曲線 は そ れぞれ P B S, 0 . 1m M , 1 . Om M,
10m M の C T A Bミ セ ル 溶液中お よ び K K-47 細胞浮遊液中 に お
け る HpD 分子 の 蛍光発光 ス ペ ク ト ル で ある . K K-47 細胞内に
お け る HpD 分子 の 発光極大は 634nm と 694n m に 存在 L , そ
れ ら は P B S水溶液中で の 発光ス ペ ク トル ( 曲線1)と比較 した
場合, 約 20n 皿 も短波長側に 移動 して い た . ま た細胞浮遊液中
に お い て , 曲線 5 で 示 され る ごとく 670n m に 新 しく蛍光発光
帯 が出現 した . そ こ で 670n m に おけ る発光帯を帰属 させ るた
め に , C T A Bの 濃度を変 えて 蛍光 ス ペ ク ト ル も測定 した . 図2
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Fig.2. Flu o re sc e n c e sp ctra of HpD diss olv ed in v ario u s
S Olutio n s. Cur v el. P B S; C u rV e2, 0.1 m M C T A B; C ur V e
3, l.O m M C T A B; C urVe 4, 10 m M C T A B; C u rVe 5,
10
5
K K-47 c ells/ml s u spended in P BS. Con centratio n of
HpD in c u rv esl, 2, 3, a nd 4w a s6 FLg/ml. T he K Kq4 7
Ce11s w er e expo s ed to the s a m e c o ndito n s astho sein Fig.
1. T he e x citatio n w a v ele ngth u s ed in v ario u s s olutio n sis
des cribed in Materials a nd Methods. T he v alu e of c ur v e2
is de sc ribed twfofold, T he valu e of c ur v e3 is des cribed
tenfold.
シ ョ ル ダ ー が 出現 して い る . そ れ に 対 して 曲線 4 に お い て ほ
670n m の 発光 ピ ー ク ある い ほ シ ョ ル ダ ー は消失 し , 水溶液中の
短波長帯 に お け る 蛍光強度 ほ曲線 1 で1.24 と なっ て い る .
C T A Bミ セ ル 溶液中 の , 長波長側に お け る発光強度 に 対す る短
波長側(630n m) に おけ る発光強度の 比ほ t C T AB 濃度が増す
に つ れ て 減少 した . 670n m に おけ る シ ョ ル ダ ー は 曲線 3 に.示 さ
れ る ご とく , 1.Om M CTA B ミ セ ル 溶液中 に お い て も認め られ
た . しか し 10m M C T A Bミ セ ル 溶液中で は , HpD 会合体が 正
常 ミ セ ル の 結合効果 に よ り単量化す るた め シ ョ ル ダ ー は 消失 し
て い た .
1.Om M C T A Bミ セ ル 溶液中に お ける HpD の 発光 ス ペ ク ト ル
パ タ ー ン が , 遊離 HpD を洗浄 し除去 した後 の , 細胞に取 り こ
まれ た HpD 発光ス ペ ク トル パ タ ー ン に よく 一 致 して い た . し
たが っ て , K K-47細胞内に 取 り こ ま れた HpD 分子は会合体と
して 存在 して い るも の と考え られ た . 1 0m M C T A B中で は 短
波長側 ピ ー ク の 蛍光強度 が大 で 長波長側 ピ ー ク の 蛍光強度に 比
べ て 1.1 7倍 大 で あち た . 一 方前期 ミ セ ル 領域 で ある1.0お よ び
0.1m M C T A Bで は そ の 比率は そ れ ぞれ0.95 お よ び0.30で あ っ
た . さ らに K K-47ヒ ト 膀胱癌由来浮遊細胞溶液 で は , その 比は
0.73で あ っ た . 以上 よ り 1mM C A T B溶液と生体中の 分子 環境
は類似 して い る もの と推察 され た .
曲線 1 と曲線 4 と を比較 した 場合 , 短 波長側 と長波長側 の
ピ ー ク の 備に 大きな 変化 は見 られ な い が 曲線4 は 1 2n m 長波長
側に 移動 して い る . こ れ は HpD 分子 の 静電気的結合に よ り 影
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Fig.3. Flu or e sc e n ce mis sion spe ctr a of HpD･ Cur v el,
E hrlich a scites tu m or c ell; C u r V e2, fr c e-HpD. The
in c ubatio ntim e w a s3 hr, thein c ubatio n te mper ature w a s
37℃, a nd the co n c e ntratio n of HpD w a s50pg/ml･ The
e x citatio n w a v ele ngth w a s405n m .
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Ⅲ . HpD の細胞内 ･ 外に お け る発光ス ペ ク トル パ タ ー ン
図 3の 実 線は , エ ル リ ッ ヒ の 腹 水 癌細胞 を 5恥g/血 の
HpD 培養液中に て37 ℃, 3時間培養 し, 細胞 内に 取 りこ ませ た
HpD の 蛍光麒徴鏡 に よ り計測 した発光ス ペ ク ト ル パ タ
ー ン を
示 す. また 点線 は細胞外水溶液中に おけ る HpD の 蛍光発光 パ
タ ー ン を 示 す.
水溶液中に お ける短波長側 で の 発光 ピ ー ク は 61 2n m で あ っ
たが ∴細胞内に お ける発光 ピ ー ク ほ 632n m で あ っ た . す なわ
ち こ こ でも HpD が細胞内 に 取 り こ ま れ る と , 図2 と同様 に
612n m に お ける発光 ピ ー ク ほ長波長側 に シ フ ト し, ま た蛍光強
度は減少 した .
Ⅳ . HpD の 蛍光減衰曲線
図4の よ うに , P B S水溶液 と0.1 M C T A Bミ セ ル 水溶液 に お
ける蛍光減衰曲線 ほ ▲ 単 一 指数 関数的減衰を 示 した . HpD分子
の カ ル ポ キ シ ル 基 (陰イ オ ン) ほ C T A Bの ア ン モ ニ ウ ム基( 陽
イ オ ン)と結合 しや すく , ま た 水溶液中の HpD の 二 量体は ミ セ
ル の 結名力 に よ り単量化す る事実が知 られ て い る . しか しな が
ら K K-47 細胞 に 取 り こ まれ た HpD の 蛍光減衰曲線は曲線 3の
よ うに 二相性 の 曲線 で あ っ た . P B Sと ミ セ ル 水溶液中 で の 蛍
光寿命は それ ぞれ 16.2n s と1 7.9n sで あ っ た . また K K-47細
胞に おけ る 短寿命 は 2.4n s, 長寿命成分ほ 1 5.2n s で あ っ た .
Ⅴ . 培養時間に対す る HpD の蛍光寿命お よび短寿命成分比
の変化
図5 は細胞に HpD をい っ た ん3 0分取 り こ ませ た後 , 遊離 の
HpD を 洗い 流 した 後 の 培養時間 に 対す る蛍光寿命 の 変化 お よ
び短寿命成分 の 割合の 変化を 示 して い る .
P B S (曲線 1 ) とC T A Bミ セ ル 水 溶液(曲線2)に お ける経時
的変化ほ認め られ なか っ た . 曲線 3【 と 3
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Fig. 4. Flu or e sc e n c ede c ay c u r v e of HpD in tw o s olutio ns
at ro o mte mpertu re. curv el, aqu e O u S S Olutio n(pH 7･2);
c u rve 2, 0.1 M CT A Bmic ella r solutio n;C u r V e3,1 0
5K Kq47
c ells/ml suspended in Ha m
'
s F-1 2 m edium ･ T he de c ay
m e a s ur e m ent w as carried o ut 6 hr after wa shingfr e e-HpD
with se ru m,fr e eHarn
,
s F-12 m ediu m. Co n c e ntratio n of
HpD: C ur V e Sl and 2, 0.6 p g/ml; C u r V e3. 1 2p g/ceu･
短寿命と長寿命を表 して い る . ど ち らの 寿命成分とも最初4時
間ま で は緩や か な増加を示 し , それ 以降は平 衡に 達 し寿命の 変
化 はな か っ た . 曲線 3r ほ 3S と 3- の 和に 対す る 3【 の 比 , すなわ
ち短寿命成分 の 割合を表 してい る . 4時間の 培養時間内で . そ
の 割合 は約20%の 増加を示 した . そ れ以降の 培養時間に 対 して
は 変動 がな か っ た . 短寿命成分(3り が会合体に よ るもの である
こ と を 考え れ ば , こ の 増加 は 培養時間が経過す る に つ れ て ,
HpD 分子が細胞膜を透過す るに したが っ て 会 合体形成が進行
す る こ とを 意味す るもの と考えられ た .
Ⅵ . 培養時間に対する光毒性の変化
遊離 HpD を 洗い 渡 したあと の 種 々 の 培養時間に おけ る 単量
体と会合体の HpD の 光増感効率 を比較するた め に , HpD を 取
り こ ん だ培養細胞に ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー (波長635 ±5n m)を
照射 し, そ の 光毒性を コ ロ ニ ー 形成法 に よ り判定 した ,
図 6に 示 され て い る とお り , こ れ らの 細胞 の 生存曲線の 特徴
は , シ ョ ル ダ
ー の 部分と指数関数的曲線部分を有す る こ とで あ
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Fig.5. C ha nges in flu ores c e n c elifetim e of HpD with
in crea sing in c ubatio ntim ein tw o s olutio n s a nd K K-47 cell
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Fig. 6. Su r vival c ur v e s of K K-47c ells irr adiated with a n
argo n-dye las erlight(w a v el ngth635土5 n m)･ Co n c e ntr aq
tio n s of HpD in c u rv esl, 2 and 3w ereO, 20a nd 40p g/
ml, re Spe Ctively. The la s erirradiation sin A, B, C a nd D
w er e at o, 2, 4 a nd 6 hr in c ubation after the fr ee･ HpD
W aShing.
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する HpD の 光毒性 ほ どの 濃度に お い ても ごくわ ずか で あ っ た .
しか しな が ら K K-47細胞の 光不 活性の 程度ほ , HpD 濃度 の 増
大, お よび遊離 HpD 分子を洗浄 し除去 した後 の 培養時間 の 経
過 に つ れ て増大 した . 大きな 光毒性 は , 4時間以上 で 観察 され
た .
考 察
P D Tの 治療効果 を向上 させ るた め に は , 光増感効率 に 優れ
た 新た な薬剤の 開発が求め られ る . そ の た めの 基礎的研究 と し
て , 癌細胞内に お け る光増感剤の 分子形態1)2}が殺細胞効果 に 及
ぼす影響 に つ い て の 検討ほ重要な意味を持 つ と考 え られ る .
HpD ほ, そ の 優れた 腫瘍内保持能 に よ り ポ ル フ ィ リ ン の 赤
色蛍光発光を用 い て の 悪性腫瘍の 局在 と検出に 利用 され , また
光励起 され た HpD 分 子 の 有効な殺細胞効果 に よ り悪性腫瘍 の
治療 に も使用され て い る . こ の 治療効果は 巨 悪性腫瘍組織の 方
が 正 常組織 に比 べ て HpD 分子 を よ り多く蓄積す る 点 と ,
630 土餌m の 赤色光照射に よ り生成する励起 一 重項酸素ま た は
ラ ジ カ ル 種 の 活性酸素が癌細胞を光酸化す る こ と に よ るも の で
ある .
悪性腫瘍組織に お ける HpD 分子の 取 り込み の メ カ ニ ズ ム や
そ の 分子の 細胞内局在部位に 関する報告は少 な い . Kes s e19)は
ネ ズ ミ の 白血病由来培養細胞 L1210内に お い て , HpD 分子の
疎水性構成成分が細胞内に 徐 々 に 蓄積する と 報告 して い る .
Bo n n ettら糊 は 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り , HpD は複
数 の 成分の 混合物であ る こ と を 明 らか に した . Mo a n ら‖) は ,
光力学的治療 に お い て 最も有効 な HpD の 成分ほ 疎水 性の 物質
である と報告 して い る . それ 以外に は どの 構成物質が腫瘍組織
内に どの ような分子形態 で 取 り込ま れ て い るの か , い ま だ 明 ら
か に され てい な い の が 現状 であ る.
そ こ で今 臥 臨床応用治験薬と して試用され て い る光増感剤
と ヒ ト膀胱癌由来培養細胞(K K-47)を使用 して以下 の ような 検
討を行 っ た ･ す なわ ち光増感剤の 分子形態の 変化が 吸 収 ス ペ ク
トル あるい は蛍光 ス ペ ク トル 変化 に 反映され る こ とを 利用 し ,
細胞 内に お ける光増感剤分子の 分子 形態の 変化を 明 らか に する
目的 で細胞内の 光増感剤色素の 分光特性 を測定 し , 分子 形態 の
適 い に よ る光増感効率の 相違 を殺細胞率 で 検討 した .
わ れ わ れ ほ ヒ ト 膀胱癌由来培養細胞(K K-47) を 用 い て ,
HpD 分子の 細胞内取 り込 み と 結合 に 関 して 分 光学的 に 検討
し , 有機溶媒中お よ び C T A Bミ セ ル 溶液中に お ける HpD 分子
の 分光特性 と比較 しな が ら 検討 し報告 した■叫 5) . 浮 遊 細胞内
HpD の 極大蛍光発光波長は P B S溶液内に 比 べ て 長波長側に 移
動 し広い ス ペ ク ト ル を 示 した . P B S中お よび C T A Bミ セ ル 溶
液 中にお ける蛍光偏光度は混合後の 時間経過に は 影響を受けな
か っ た が , 浮遊細胞液中に お い て ほ遊離 HpD の 洗浄直後 か ら
HpD の 蛍光偏光度 ほ急激 に 増大 し, また 2 時間後以降 は減少
を示 した ･ こ れ らの 結果か ら は , HpD 単量体分子と会合体分子
は最初は細胞膜外 に 弱く結合 し , そ の 後徐 々 に 会合状態 で 細胞
内の 安定結合状態 に 移行 してい くも の と示 唆され た ‖) . 以上 述
べ た 知見ほ図1 で 示す ような吸収 ス ペ ク トル 変化か らも支持 さ
れ た ･ すなわ ち 曲線 1 は 6FLg/mlの HpD を P BS 水捧液 に , 曲
線2 ほ同濃度 の HpD を 1 0rnM の C T A B水溶液に溶解 させ た
場合 の 吸収 ス ペ ク ト ル を 示すが , 曲線 2の 402n m に お け る 吸
光度が曲線 1 に比較 して 増大 した . ま た P BS水溶液中に お い
てほ 曲線1 に示 され ると お り 370n m に シ ョ ル ダ ー が 認 め られ
た ･ 307n m と 402n m の 吸 収極大がそ れ ぞれ , 水溶液中に おけ
る HpD 分子 の 会合体と単量体 に 由来す る事実よ り】4},P B S中に
お ける会合体は C T A B 水溶液中で は単量化 され , C T A Bミ セ
ル と静電気的に 結合 して い るも の と考え られ た . さ ら に 浮遊細
胞内 で は , K K-47細胞数 が増大す る に つ れ て 1 細胞あた り の
HpD 分子 の 量は 減少 して , 370n m の 吸光度ほ少 々 減少す るも
の の , HpD 分子会合体は細胞内に 存在 し て い る こ と が 示 され
た .
図 2 は P B S, 0･1m M , 1.Om M,1 0m M の C TA Bミ セ ル 溶液
中お よ び K K-47細胞浮遊液中 に お ける HpD 分子 の 蛍光発光 ス
ペ ク ト ル を 示 して い る･ K K-47細胞内に お ける HpD 分子の 発
光極大ほ 634n m と 694n m に 存在 し, そ れ らは P B S水溶液中
で の 発光 ス ペ ク ト ル ( 曲線1)と比較 した場合 , 約 20n m も短波
長側 に 移動 して い た . また 細胞浮遊液中に お い て 一 曲線 5で 示
され る ご とく 670n m に 新 しく蛍光発光帯が出現 した . そ こ で
670n m に おけ る発光帯を帰属 させ る た め に , C T A Bの 濃度を
変えて蛍光 ス ペ ク ト ル も測定 した . HpD 分 子の 2 つ の カ ル ポ
キ シ ル 基は C TA Bミ セ ル の カ チ オ ン 性の ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン
と 容易 に 結合す る こ と が 予測 され9), HpD 分子 の ポ ル フ ィ リ ン
環 ほ ミ セ ル 内部の 疎水性 の 環境 に取 り込ま れ て い る こ主が考え
られ る ･ C T A Bミ セ ル の ミ セ ル 臨 界濃度 (critic al mic elle
C O n C e ntr ation, C M C) は25 ℃に おけ る電気伝導率法に よ る測定
値が 0･9m M で一6}, C M C以下も しくは そ の 近辺 の 濃度域は前期
ミ セ ル 領域 と呼 ばれ て い る . 図 2の 曲線 2 , 3 で 示 され る ご と
く前期 ミ セ ル 領域 でほ 670n m に蛍光発光 ピ ー ク ある い ほ シ ョ
ル ダ ー が 出現 して い る ･ そ れ に 対 して正 常 ミ セ ル 領域で は , 曲
線4 で示 され る ごとく 670n m に み られ た新 しい 発光 ピ ー ク あ
る い は シ ョ ル ダ ー は 消失 し, 水溶液中の 短波長帯 に おけ る蛍光
強度 は曲線1 で1･24 と なっ て い る . C T A Bミ セ ル 溶液中 の , 長
波 長側 に お ける発光強度 に 対す る短波長側(630nm) に おけ る
発光強度 の 比 は , C T A B濃度 が 増す に つ れ て 減 少 し た .
670nm に お ける シ ョ ル ダ ー は 曲線 3に 示 さ れ る ご と く , 1 .O
m M C T A Bミ セ ル 溶 液 中 に お い て も 認め ら れ た . しか し
1 0m M C T A Bミ セ ル 溶液中 で は , HpD 会合体が 正 常 ミ セ ル の
結合効果に よ り単量化す るた め シ ョ ル ダ ー ほ 消失 して い た . 一
方 C M C以~F もしく ほそ の 近辺の 濃度域 , すな わ ち 前期 ミ セ ル
領域 で は , HpD 分 子は 5な い し10個 の C T A B分子 と結合 して
い るも の と 考 え ら れ るけ). 前期 ミ セ ル 領域内 で あ る と こ ろ の
1･Om M C T A Bミ セ ル 溶液 中に おけ る HpD の 発光 ス ペ ク ト ル パ
タ ー ン が , 遊離 HpD を洗浄 し除去 した後 の , 細胞に 取 り こ ま
れ た HpD 発光 ス ペ ク ト ル パ タ ー ン に よく 一 致 して い た . した
が っ て , K K-47 細胞内に 取 り こ まれ た HpD 分子ほ会合体と し
て 存在 して い るもの と 考え られ た . 10m M C T A B中 で は 短波
長側 ピ ー ク の 蛍光強度が大で 長波長側 ピ ー ク の 蛍 光強度 に 比べ
て1･17倍大で あ っ た . 一 方 前期 ミ セ ル 領域で ある1.0 お よ び0.1
m M C T A Bで は そ の 比率 ほそ れ ぞれ0.95 お よび0.30 であ っ た .
さ らに K K-47ヒ ト 膀胱癌由来浮遊細胞溶液 で は , そ の 比 ほ
0･73 であ っ た ･ 以上 よ り 1m M C T AB溶液 と生体中の 分子環境
は類似 して い るも の と推察 され た .
図 2の 曲線 1 と 曲線 4 とを比較 L た場合 , 短波長側と長波長
側の ピ ー ク の 値 に 大きな変化は見 られな い が 曲線 4 は 1 2n m 長
波長側 に移動 して い る . こ れは HpD 分子の 静電気的結合 に よ
り影響 をうけて い るもの と考えられ る .
図3 に示 される と お り , 水溶液中に お ける短波長側 で の 発光
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ピ ー ク は 612n m で あ っ た が , 細胞 内 に お け る発光 ピ ー ク は
632n m で あ っ た . すな わ ち こ こ で も HpD が細胞内に 取 り こ ま
れ ると , 囲2 と同様 に 61 2n m に お ける発光 ピ
ー ク ほ長 波長側
に 移動 し, また 蛍光強度は減少 した ･
図4の よう に , P B S水溶液と0･1 M C T A Bミ セ ル 水 溶液に お
け る蛍光減衰曲線ほ単
一 指数関数的減衰 を 示 した . HpD 分子
の カル ポキ シ ル 基 (陰イ オ ン) は CT AB の ア ン モ ニ ウ ム 基 (陽
イ オ ン)と結合 しや すく , ま た水溶液中の HpD の 二 量体ほ ミ セ
ル の 結合力に よ り単量化する事実が知 られ て い る . しか しな が
ら K K-47細胞に 取 り こ まれ た HpD の 蛍光減衰曲線 は曲線 3の
よう に 二 相性 の 曲線 で あ っ た . P B S とミ セ ル 水溶液中 で の 蛍
光寿命は そ れぞれ 16.2n s と 17,9n s で あ っ た ■ ま た K Kq47 細
胞に おけ る短寿命 は 2.4ns ▲ 長寿命成分 は 15･2n s で あ っ た ･
Ander oni ら
1郎 は pH7.4 P B S中に おけ る蛍光寿命が 4.1n s と
16.5n s で あ り , 短寿命成分が HpD の 二 量体由来 で あり , 長寿
命成分が単量体由来 で ある こ と を報告 して い る . さ らに 彼 らは
HpD の 濃度が 増加す るに つ れ て , 短寿命成分 の 割合が増大 し
て い る こ とも報告 して い る . 図4 に お け る 曲線 1 と 2に お い
て , 短寿命成分が欠如 して い るの は HpD 濃度が0.6m M と低濃
度であ っ た た め と 考え られ る . した が っ て細胞中に お ける短寿
命成分ほ会合体由来と考え られ た . ま た 細胞中に おけ る蛍光強
度が曲線 1 と2に 比較 して減少 して い るの ほ 会合体形成の た め
で あると思わ れ た .
図5 に示 され ると お り P B S( 曲線1)と C T A Bミ セ ル 水 溶液
(曲線2) に おけ る , 蛍光寿命 の 培養時間に 対する変化は認め ら
れ なか っ た . 曲線 3-と 35は そ れ ぞれ 蛍光寿命の 短寿命 と長寿命
を表 して い る . どち らの 寿命成分 とも最初 4時間ま で は 緩や か
な増加を 示 し , そ れ 以降は 平衡 に 達 し寿命の 変化 は なか っ た .
曲線 3r と 3S と 3【の 和に 対する 31の 比 , す なわ ち 短寿命成分の
割合を表 して い る . 4時間の 培養時間内で , そ の 割合 は約20%
の増加を 示 し, そ れ 以降 の 培養時間 に 対 して は 変動が な か っ
た . 短寿命成分(3り が会合体に よ るも の で あ る こ と を 考 え れ
は , この 増加は培養時間が経過する に つ れ て , HpD 分子が 細胞
膜を透過する に し た が っ て 会合体形成 が進行す る こ と を意味す
る も の と 考 え られ た . こ の 短寿命成分 の 割合 は , Ande ro ni
ら
18)
が報告 して い る14% (P B S) よ りもは る か に 大きか っ た . こ
の こ と よ り , HpD 分 子は細胞内に 取 り こ ま れ る に した が っ て
ほ と ん ど会合体に 変化し てい る こ と が 示唆 され た .
遊離 HpD を 洗い 流 した あと の 種 々 の 培養時間に お け る 単量
体と会合体の HpD の 光増感効率を 比 較するた め に , HpD を取
り こ ん だ培養細胞に ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー (635土5n m) を照射
し, そ の 光毒性を図 6の よ う に コ ロ ニ ー 形成法 に よ り 判定 し
た . 単量体 HpD ほ∴遊離 HpD 分子を洗い 流 した直後に は弱く
細胞膜に 結合 して お り , 徐 々 に 細胞膜を通過 して会合体を形成
するもの と考 え られ て い る . また 2 ない し 4時間か け て 緩徐 に
細胞内 の ミ ト コ ン ド リ ア に 安 定結合 し て い く も の と 思 わ れ
る‖). 図 6に 示 され て い ると お り , これ ら の 細胞の 生存曲線 の
特徴ほ , シ ョ ル ダ ー の 部分と指数関数的曲線部分を有する こ と
で ある, 遊離 HpD を 除去 した直後ほ図 6の A の よう に , 細胞
に 対する HpD の 光 毒性ほ どの 濃 度 に お い て も ごく わ ずか で
あ っ た . しか しな がら K K-47細胞 の 光不 活性 の 程度ほ , HpD
浪度の 増大, お よ び遊離 HpD 分子 を洗浄 し除去 した 後の 培養
時間の 経過に つ れ て増大 した . 大き な光毒性は , HpD が ミ ヤ コ
ン ドリア ある い ほ核膜 に 安定結合す る時間帯 で ある と こ ろの 4
時間以上15)で 現れ た . した が っ て , HpD の 会合体が細胞の 光不
活性化に 大きく寄与 して い ると 考え られ た .
以 上 を まと め る と , 細胞の 光不活性化は細胞 の HpD の 取 り
こ み 状態に 依存 し て い た . また 細 胞 の 光 不 活性化 は細胞外
HpD 濃度 の 増大と , 遊離 HpD を除去 した 後の 培養時間が経過
す るに したが っ て増大 した . Gr os s w ein er
19) らも述 べ て い る よ
うに , HpD の 会合体は単量体に 比 べ て ラ ジ カ ル 種の 活性酸素
を よ り生成 しや すい と考え られ る . そ の 理 由と L ては 単量体状
態 よ りも, HpD 会合体の 3重項状態の 方が , よ り容易に 電子 の
移動が 行われ るか らで ある . 光増感反応 に よ っ て生 じた 活性酸
素の メ カ ニ ズ ム は 今後の 論文 で 報告する予定で ある .
結 論
HpD の 吸収, 蛍光 ス ペ ク トル お よび 蛍光寿命を含む分光特
性を ヒ ト膀胱癌由来培養細胞(K K-47) 浮遊液中で検定 し , 以下
の 結果を得た .
1 . 吸収 ス ペ ク ト ル パ タ ー ン に お い て 会合体由来の 370n m
の シ ョ ル ダ ー が認め られ た こ とか ら , 細胸 内に お ける HpD 分
子会合体の 存在が示 され た .
2 . 蛍光 ス ペ ク レ レ バ タ ー ン に お い て , P B S水溶液中およ び
C T A Bミ セ ル 溶液中で は み られ な か っ た 670n m の ピ ー クが 出
現 した . 前期 ミ セ ル 領域内で ある と こ ろの , 1.Om M C T A Bミ
セ ル 溶液中での 発光 ス ペ ク トル パ タ ー ン と の 類似性か らも, 細
胞 内に 取り こ ま れ た HpD 分子は会合体 と して 存在 して い る も
の と考 えられ た .
3 . 発光ス ペ ク ト ル パ タ ー ン に お ける短波長側 ピ ー ク と 長波
長側 ピ ー ク の 蛍光強度比の 近似性 か ら考 えて , 1. Om M C T A B
溶液と生体中の 分子環境ほ 類似 して い た .
4 . 大きな光毒性 ほ 1 HpD がミ ト コ ン ドリ ア ある い は核膜に
安定結合する時間帯に 認め られ た . ゆ え に HpD の 分子形態 と
光不活性化と の 関係に 着目 した 場合 , HpD の 会合体が細胞 の
光不活性化に 大きく寄与して い た ,
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